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内生木霉 Ｐ３．９菌株在枇杷根际土壤中
的定殖能力测定

鲁海菊，谢欣悦，陶宏征，沈云玫，王　栋
（红河学院生命科学与技术学院，云南蒙自６６１１９９）

　　摘要：采用土壤稀释分离法与平板计数法测定内生木霉Ｐ３．９菌株在枇杷根际土壤中的种群密度，跟踪测试９０ｄ
内其在枇杷根际土壤中的定殖动态，结果表明，Ｐ３．９菌株在枇杷根际土壤中的定殖过程大致可划分为３个阶段，前

２５ｄ内，菌株相对含量以１０ｄ为１个周期呈增减增减变化趋势，且于１０ｄ时达到最大值，为９．５２×１０５ＣＦＵ／ｇ，该时期
木霉Ｐ３．９菌株在根际土壤中快速适应并定殖存活；２５～６５ｄ期间，Ｐ３．９菌株相对含量的变化周期延长至２０ｄ，也呈
增减增减变化趋势，且波动幅度较５～２５ｄ期间小，该时期木霉能够相对稳定地定殖存活于根际土壤中；６５～９０ｄ期间，
Ｐ３．９菌株相对含量在６５～７５ｄ期间出现小幅度增加后呈近直线状下降态势；５～７５ｄ期间，Ｐ３．９菌株相对含量维持在

１０５ＣＦＵ／ｇ水平上，且７５ｄ时较接种量只下降１个数量级，说明木霉Ｐ３．９菌株在枇杷根际土壤中的持效期可达７５ｄ。
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　　近代以来，随着化学农药的广泛使用，化学农
药对生态环境、食品安全、人体健康等方面的负面

影响越发引起人们的重视，而有关生防菌的研发与

应用也逐渐成为关注的热点。目前，在所有生防菌

制剂中，木霉属（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ）真菌制剂产品约占
６０％［１］。木霉属真菌在自然界中分布广泛，是土壤

微生物群落结构的重要组成部分，其菌丝生长与孢

子萌发对温度、湿度、ｐＨ值等适应范围广，且腐生能
力强，生长繁殖速度快，可迅速利用营养、占据空

间［２－３］，能防治多种植物的土传病害。自 １９３２年
Ｗｅｉｎｄｌｉｎｇ发现木霉以来［４］，人们对其开展了大量研
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究，并分离得到多种木霉，而在众多种类中，绿色木

霉、哈茨木霉对植物病害表现出较好的防治

效果［５］。

木霉菌的成功定殖是其发挥防治作用的基本

前提，且防治效果也部分取决于其存活定殖能

力［６］。有关木霉在土壤中定殖能力的研究已有相

关报道，杜婵娟等结合时间因子，探究了木霉在土

壤空间的定殖规律［７］；肖荣凤等跟踪分析了对茄科

尖孢镰刀菌有拮抗作用的哈茨木霉在土壤中的存

活与定殖能力［８］；古丽君等明确了施用于草坪土壤

的木霉在较短时期内的定殖特性［９］。

木霉Ｐ３．９菌株对枇杷根腐病菌具有极强的抑
菌及重寄生作用，抗菌谱广［１０］，且固体发酵条件简

单［１１］，对部分化学农药具有耐药性［１２］，能定殖于枇

杷各个器官及其根际土壤［１３］。为进一步明确木霉

Ｐ３．９菌株在枇杷根际土壤中的施用持效期及最佳
施用时期，本研究采用土壤稀释分离法与平板计数

法，跟踪分析该菌株随时间延长在土壤中的定殖动

态，以期为该菌株的进一步开发利用提供理论依据

和技术支持。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　供试材料　内生木霉（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａａｔｒｏｖｉｒｉｄｅ）
Ｐ３．９菌株，分离自枇杷主干韧皮部，保存于红河学
院生命科学与技术学院植物病理学标本室。１年生
枇杷嫁接苗，种植于直径为２３ｃｍ、深为１８ｃｍ的营
养袋中。

１．１．２　供试培养基　ＰＤＡ培养基：马铃薯２００ｇ、琼
脂粉 ２０ｇ、葡萄糖 １６ｇ。木霉选择性培养基：
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．２ｇ，ＫＣｌ０．１５ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４０．９ｇ，
（ＮＨ４）２ＳＯ４１．０ｇ，葡萄糖３．０ｇ，玫瑰红［四氯四碘
萤素钠盐（Ｃ２０Ｈ２Ｏ５Ｃｌ４Ｉ４Ｎａ２）］０．０３３ｇ，琼脂粉２０ｇ，
７５％五氯硝基苯可湿性粉剂 ０．２ｇ，蒸馏水
１０００ｍＬ，所用试剂为分析纯。配制好的培养基在
１２１℃ 下高压灭菌 ３０ｍｉｎ，备用。
１．２　试验方法
１．２．１　木霉菌悬液的准备与根际土壤接种　将试
管斜面保存的Ｐ３．９菌株移入 ＰＤＡ平板上活化，待
菌落长满培养皿时，用打孔器取直径为５ｍｍ的菌
饼，接入新的ＰＤＡ平板中央进行培养，共培养５皿，
２８℃下培养５～７ｄ；待菌落长满全皿，收集所有培
养物至粉碎机中，加入适量无菌水，充分打匀，制成

菌悬液，使孢子浓度为１×１０６ＣＦＵ／ｍＬ，备用；将孢
子悬浮液浇灌于枇杷嫁接苗根际，５００ｍＬ／株，以浇
灌等量清水作为对照。重复１０次，常规肥水管理。
１．２．２　木霉定殖能力的测定　自浇灌木霉孢子悬
浮液起９０ｄ内，每隔５ｄ用高为０．５ｍ、钻头直径为
３８ｍｍ的不锈钢环刀土钻在枇杷嫁接苗根际取土样
１次，采集深度为５～１５ｃｍ，每处理随机取５株，每
株采用５点取样法采集土样，并采用四分法充分混
匀土样，备用；称取１ｇ土样置于装有９９ｍＬ无菌水
的三角瓶中，在转速为２００ｒ／ｍｉｎ的振荡仪器上振
荡２０ｍｉｎ，配制成１０－２土壤稀释悬浮液；静置２ｍｉｎ
后，用无菌微量移液器吸取悬浮液 １ｍＬ，加入到
９ｍＬ无菌水中混匀，即为１０－３土壤稀释悬浮液，如
此重复，依次配制成１０－４、１０－５土壤稀释悬浮液；取
１０－５土壤稀释悬浮液５０μＬ，采用倾注法加入木霉
选择性平板培养基中，在２８℃恒温培养箱中培养
３～５ｄ，统计平板上直径≥１０ｍｍ、近圆形、扁平、呈
放射状的无色透明或浅绿色单菌落数量，重复５次；
计算土样中木霉种群密度，计算公式为

种群密度＝每皿菌落平均值×稀释倍数×２０×
水分系数；

环比增长率＝（本期的木霉种群密度 －上一期
木霉种群密度）／上一期木霉种群密度×１００％；

同比增长率＝（本阶段木霉种群密度变化值 －
上一相同变化阶段木霉种群密度变化值）／上一相
同变化阶段木霉种群密度变化值×１００％。

其中，环比增长率、同比增长率为正值时表示

增长，为负值时表示下降。

１．３　数据统计
采用 Ｅｘｃｅｌ２０１０软件对试验数据进行汇总计

算、作图，采用 ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计分析，采用
Ｄｕｎｃａｎｓ新复极差法进行差异显著性检验。

２　结果与分析

２．１　木霉Ｐ３．９菌株施入枇杷根际土壤５～９０ｄ期
间的定殖动态

由图１可见，Ｐ３．９菌株在枇杷根际土壤中的定
殖过程大致可划分为３个阶段，第１阶段为前２５ｄ
内，菌株相对含量以１０ｄ为１周期呈“增减增减”变
化趋势，且于 １０ｄ时达到最大值，为 ９．５２×
１０５ＣＦＵ／ｇ，该时期木霉 Ｐ３．９菌株在根际土壤中快
速适应并定殖存活；第 ２阶段为 ２５～６５ｄ期间，
Ｐ３９菌株相对含量的变化周期延长至 ２０ｄ，也呈
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“增减增减”变化趋势，且波动幅度较５～２５ｄ期间
小，该时期木霉能够相对稳定地定殖存活于根际土

壤中；第３阶段为６５～９０ｄ期间，Ｐ３．９菌株相对含
量在施入土壤６５～７５ｄ期间出现小幅度增加后呈

近直线状下降态势，７５ｄ时木霉相对含量为１．１１×
１０５ＣＦＵ／ｇ，较接入的初始木霉数量下降 １个数量
级，而至９０ｄ时木霉相对数量达到最低值，为４×
１０３ＣＦＵ／ｇ。

２．２　木霉Ｐ３．９菌株施入枇杷根际土壤３个阶段的
定殖动态分析

２．２．１　第１阶段　由表１、图２、图３可见，在５～
２５ｄ期间，枇杷根际土壤施入木霉 Ｐ３．９菌株的处
理，木霉相对含量（孢子数量）以１０ｄ为１周期呈
“增减增减”波动变化，且总体减少趋势，木霉施入

土壤后前期相对含量迅速上升，１０ｄ时达到最大
值，此时木霉相对含量为９．５２×１０５ＣＦＵ／ｇ，较接种
５ｄ时环比增长５７５．１８％，随后出现下降趋势，接种
处理 １５ｄ时木霉相对含量较 １０ｄ时环比下降
７０２７％，之后又上升，接种处理２０ｄ时菌体相对含
量较１５ｄ时环比上升１１６．９６％，之后又下降，接种
２５ｄ时较接种２０ｄ时环比下降７６．７１％；接种处理
５～２５ｄ内，每隔５ｄ测得的木霉相对含量相互间差
异极显著（Ｐ＜０．０１），且１０～２５ｄ测得的木霉相对
含量均高于最初检测值，表明该测试菌株施入土壤

后前期定殖能力较强；木霉在枇杷根际土壤中的定

殖共历经２个周期（５～１５ｄ、１５～２５ｄ），第２个周
期的波动幅度低于第１个周期，第２个周期增长阶

表１　木霉Ｐ３．９菌株施入枇杷根际土壤５～２５ｄ期间的数量变化

施入土壤时间

（ｄ）
木霉Ｐ３．９菌株相对含量（×１０５ＣＦＵ／ｇ）

接种 未接种

５ １．４１ｅＥ ０．００ａＡ

１０ ９．５２ａＡ ０．００ａＡ

１５ ２．８３ｃＣ ０．００ａＡ

２０ ６．１４ｂＢ ０．００ａＡ

２５ １．４３ｄＤ ０．００ａＡ

　　注：同列数据后不同大、小写字母表示处理间差异极显著（Ｐ＜

０．０１）、显著（Ｐ＜０．０５）。下表同。

段较第１个周期增长阶段同比下降５９．１９％。未接
种的对照组没有观察到木霉菌落的出现。

２．２．２　第２阶段　由表２、图４、图５可见，在２５～
６５ｄ期间，每隔５ｄ测得的土壤中木霉相对含量相
互间存在极显著差异（Ｐ＜０．０１）；未接种木霉的对
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表２　木霉Ｐ３．９菌株施入枇杷根际土壤２５～６５ｄ期间的数量变化

施入土壤时间

（ｄ）
木霉Ｐ３．９菌株孢子数量（×１０５ＣＦＵ／ｇ）

接种 未接种

２５ １．４３ｆＦ ０．００ｂＢ

３０ １．８６ｄＤ ０．０５ａＡ

３５ ２．７６ｂＢ ０．００ｂＢ

４０ ２．３０ｃＣ ０．００ｂＢ

４５ ０．９１ｇＧ ０．００ｂＢ

５０ １．８６ｄＤ ０．０５ａＡ

５５ ２．７８ａＡ ０．００ｂＢ

６０ １．８３ｅＥ ０．０５ａＡ

６５ ０．９１ｇＧ ０．００ｂＢ

照组分别于３０、５０、６０ｄ观察到极少量木霉，其他调
查时间未观察到木霉菌落的出现。该阶段，木霉相

对含量变化同样历经 ２个周期（２５～４５ｄ、４５～
６５ｄ），时间间隔延长为２０ｄ，木霉相对含量分别于
２５～３５ｄ、４５～５５ｄ呈上升趋势，３５～４５ｄ、５５～６５ｄ
呈下降态势，在第１个周期内，接种处理 ３５ｄ时的
菌体相对含量较２５ｄ时环比上升 ９３．０１％，４５ｄ时

的菌体相对含量较３５ｄ时环比下降６７．０３％；在第
２个周期内，接种处理 ５５ｄ时的菌体相对含量较
４５ｄ时环比上升２０５．４９％，６５ｄ时的菌体相对含量
较５５ｄ时环比下降６７．２７％；第２个周期增长阶段
较第１个周期增长阶段同比上升４０．６０％，而下降
阶段同比上升１．０８％，２个周期的波动幅度相似且
最值接近，说明该阶段测试菌株定殖存活能力的动

态变化趋于相对稳定状态。

２．２．３　第３阶段　由表３、图６可见，在６５～９０ｄ
期间，随调查时间的延长，接种处理的木霉相对含

量呈先增后减的变化趋势，没有明显的周期性变化

规律，且菌株的定殖存活能力已处于整体测试阶段

的最低水平，而未接种木霉的对照组分别于７０、７５ｄ
时观测到有少量木霉出现，而其他调查时间均未发

现；接种处理７０ｄ时的木霉相对含量达到本阶段最
大值，为 １．４５×１０５ＣＦＵ／ｇ，较 ６５ｄ时环比上升
５９３４％，而７５ｄ时的木霉相对含量较 ７０ｄ时环比
下降２３．４５％；接种处理７５ｄ后菌体相对含量呈近
直线下降趋势，９０ｄ时达到最低值，仅为 ４．００×
１０３ＣＦＵ／ｇ，此时若无外力干预，该菌株在施用土壤
中可能无法继续存活并发挥生防作用。

表３　木霉Ｐ３．９菌株施入枇杷根际土壤６５～９０ｄ期间的数量变化

施入土壤时间

（ｄ）
木霉Ｐ３．９菌株相对含量（×１０５ＣＦＵ／ｇ）

接种 未接种

６５ ０．９１ｃＣ ０．００ｃＣ

７０ １．４５ａＡ ０．０５ｂＢ

７５ １．１１ｂＢ ０．０９ａＡ

８０ ０．６６ｄＤ ０．００ｃＣ

８５ ０．４９ｅＥ ０．００ｃＣ

９０ ０．０４ｆＦ ０．００ｃＣ

３　结论与讨论

有研究表明，生防菌的快速定殖能力是提高其
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对土传病害防治效果的重要因素之一［１４］。许传坤

等研究表明，木霉的萌发会受到土壤抑真菌作用的

抑制［１５］。贺字典等研究发现，某些木霉在施入土壤

后会历经一个适应过程，一旦适应后其定殖数量会

迅速上升［１６］。康萍芝等发现，在施入土壤的较短时

期内，木霉数量会迅速到达峰值，之后随着时间延

长而逐渐呈下降趋势［１７］。本研究发现，木霉 Ｐ３．９
菌株在施入土壤的最初１０ｄ内，相对含量呈指数形
增长，接种１０ｄ时达到最大值，随后开始回落，并以
１０ｄ为１个周期呈“增减增减”变化趋势，且增减幅
度相对较大，而自接种处理２５ｄ开始，呈以２０ｄ为
周期的“增减增减”变化趋势，增减幅度减小，说明

木霉Ｐ３．９菌株在历经较短适应期后快速定殖于施
用土壤中。

古丽君等研究发现，深绿木霉接种于土壤后，

前期存在大量孢子，随着调查时间的延长，孢子数

量呈先逐渐下降、再略有上升、后保持相对稳定的

变化趋势，稳定时木霉在土壤中的相对含量为

１０４ＣＦＵ／ｇ［９］。徐瑞富等研究发现，木霉在未灭菌耕
作层、亚表层中的定殖变化趋势呈先增后减、波浪

状生长曲线［１８］。Ｏｒｒ等研究表明，将１株木霉菌株
存放在持续保湿的环境中，３ｄ后菌落数量变化与
时间的增加呈正相关关系，保存时间延长到５ｄ后，
随保存环境的改变，菌株含量呈下降趋势［１９］。本研

究结果表明，内生木霉 Ｐ３．９菌株接种处理７５ｄ时
的相对含量虽较接入时的初始菌量下降近１个数量
级，但 土 壤 中 该 菌 体 相 对 含 量 仍 能 稳 定 在

１０５ＣＦＵ／ｇ，说明木霉Ｐ３．９菌株相对含量相对稳定，
持续期约为 ７５ｄ，优于古丽君等研究报道的菌
株［９，２０］，这可为其进一步开发利用提供一定的理论

依据。
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